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論文内容の要旨 
 関節リウマチは多発性関節炎を主体とする全身性の自己免疫疾患であり、関節滑膜に炎症が生じ、次第
に炎症性の骨破壊を生じる。近年、生物学的製剤を中心として治療法が大きく進歩し、炎症の制御を可能
としてきたが、一度生じた骨破壊に対する治療は未だ困難と言わざるを得ない。 
マウスの線維芽細胞に、骨芽細胞分化における重要な転写因子である Runx2 の遺伝子を導入すること
で、石灰化骨基質を産生する骨芽細胞様細胞（induced osteoblast-like cells: iOBs）を誘導できることが
報告されている。そこでこのような手法で誘導した細胞を局所に補えば、骨破壊への新たな治療となりう
ると考えられる。しかし、関節リウマチのような持続的な炎症が生じている場においては、単に iOBs を
移植するのみでは炎症による破壊が再度生じる可能性がある。抗炎症性サイトカインである IL-10を産生
する機能を併せ持たせることができれば、この問題が回避できると期待できるが、IL-10 が骨芽細胞分化
においては阻害因子となる報告もあり、そのような細胞が実際に創出できるかは明らかではない。よって
本研究では、Runx2 と IL-10 遺伝子の共導入を行うことで、線維細胞から IL-10 産生性骨芽細胞様細胞
（IL-10-iOBs）が十分誘導し得るかを評価し、さらにその抗炎症作用、抗破骨細胞誘導作用について検討
することを目的とした。 
 胎生14日目のBalb/c マウスの胎仔組織を collagenaseで処理し、mouse embryonic fibroblasts（MEFs）
を採取した。得られた MEFs に retrovirus vector を用いて Runx2 と IL-10 遺伝子を共導入し、100 nM 
dexamethasone、50 μg/mL L-ascorbic acid、10 mM beta-glycerophosphate の存在下で培養することで
IL-10-iOBs を誘導した。IL-10-iOBs が真に骨芽細胞様の形質を獲得しているかについて、以下の様に解
析した。培養 14日目に RNAを抽出し、骨芽細胞マーカーである osteocalcin (OCN)、osteopontin (OPN)、
bone sialoprotein (BSP)、alkarine phosphatase (ALP)の発現を qRT-PCRで解析した。さらに培養 20日
目に Alizarin red S染色及び von Kossa染色で石灰化骨基質の産生能を評価した。その結果、IL-10-iOBs
の OCN、BSP、ALPの mRNA発現量は、Runx2の単独導入で MEFsより誘導した iOBsの発現量と同
程度であった。また OPNに関しては iOBsよりも IL-10-iOBsが有意に高く発現していた。Alizarin red S
染色や von Kossa染色における染色性についても両細胞間に明らかな差異は認められず、石灰化骨基質の
産生能も差がないものと考えられた。これらの結果から、IL-10遺伝子の導入が、Runx2による線維芽細
胞から骨芽細胞様形質へのコンヴァージョンを阻害することはないと考えられた。従来の報告では、IL-10
による骨芽細胞分化阻害の機序として IL-10 が TGF-βを阻害することが挙げられており、一方で TGF-
βは Runx2 を誘導して骨芽細胞分化を促進することが知られている。ゆえに我々の方法では、強制発現
させた Runx2が内在性の Runx2の作用を代替しており、IL-10-iOBsの誘導が行われたと考えられた。 
 次に、IL-10-iOBsによる IL-10の産生を検討した。誘導 14日目に qRT-PCRにて IL-10 mRNAの発現
を測定すると、iOBsや MEFsに比べて著明な高発現を認めた。さらに、培地交換後 24時間及び 48時間
の培養上清中の IL-10濃度を ELISAにて測定すると、それぞれ 41.7 ng/mL、115.9 ng/mLと経時的、か
つ高濃度な IL-10の分泌を認めた。また IL-10が実際に骨芽細胞様細胞から分泌されていることを確認す
るため IL-10 と Osteocalcin に対する免疫蛍光染色を行ったところ、両者を強発現する細胞が認められ、
IL-10-iOBsが IL-10を分泌していることが確認出来た。 
 次に分泌された IL-10 の抗破骨細胞誘導効果について検討した。MEFs、iOBs、IL-10-iOBs のそれぞ
れの培養上清を、培地交換の 48時間後に回収し、それらをマウスマクロファージ細胞株である Raw264.7
の培養に、破骨細胞誘導因子である RANKL (100 ng/mL)とともに添加した。培養 3日目に新鮮な同培地
に交換した後、6日目に TRAP染色を行い TRAP陽性の多核細胞数を計測することにより破骨細胞の形成
について検討した。その結果、陽性対照群に比べ IL-10-iOBs の培養上清を添加した群では有意な TRAP
陽性多核細胞数の低下を認めた。一方 MEFs及び iOBsの上清を添加した群は陽性対照群と比べ有意な差
は見られなかった。この結果から IL-10-iOBs は破骨細胞の形成を抑制しうることが示唆された。次に
IL-10-iOBs が分泌する IL-10 の抗炎症効果について検討した。マウスの腹腔内に 2 mL の thioglycolate
培地を投与し、3 日後に腹腔内に浸出した細胞を回収した。このマウス腹腔マクロファージの培養中に、
MEFs、iOBs、IL-10-iOBsの培養上清を、LPS (100 ng/mL)とともに添加した。LPS添加 2時間後に RNA
を回収し、IL-1β、IL-6、IL-10、TNF-αの mRNA発現を qRT-PCRにより検討した。その結果、IL-10-iOBs
の上清を添加した群では陽性対照群と比べて IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA 発現の有意な低下を認め、
さらに IL-10 mRNA の発現上昇を認めた。一方で MEFs 及び iOBs の上清を添加した群ではこれら炎症
性サイトカインの発現抑制は観察されなかった。これらの結果から IL-10-iOBs は抗炎症効果及び抗破骨
細胞誘導効果を有し、関節リウマチにおける炎症性骨破壊への治療となりうることが示唆された。 
 最後に、IL-10-iOBsを移植すると生体内で骨組織を形成するか、また腫瘍を形成しないかについて検討
した。Runx2と IL-10遺伝子を共導入したMEFsを hydrogel scaffoldと混和し、マウスの腹部皮下に移
植した。4週間後にグラフトを摘出し、alizarin red S染色と von Kossa染色を行った。その結果、対照
として遺伝子を導入しない MEFs を移植した群では染色性を示さなかったのに対し、IL-10-iOBs 移植群
では強い染色性を示し in vivo でも石灰化基質を産生することが確認できた。また、移植後長期間生存さ
せたマウスを観察しても、移植部位における腫瘍の発生は認めなかった。この腫瘍の発生は細胞数、また
hydrogel scaffoldの有無にかかわらなかった。さらに IL-10-iOBsが腫瘍様の形質を得ていないかを評価
するために、代表的な腫瘍特性である contact inhibitionの有無と telomerase 活性の 2点について検討し
た。ヒト骨肉腫細胞株 Saos-2（陽性対照）と IL-10-iOBsをそれぞれ 15日間継代せずに培養したところ、
Saos-2 は contact inhibition がかからず重層的な増殖を示したが IL-10-iOBs は単層にしか増殖していな
かった。また、telomeraseの活性を担う逆転写酵素、Tertについて、種々の腫瘍細胞、MEFs、IL-10-iOBs
の mRNA発現を測定したところ、腫瘍細胞はいずれも高発現を示したが、IL-10-iOBsは MEFsと同様に
ほとんど発現を認めなかった。これらの結果より IL-10-iOBs は生体内に移植しても腫瘍形成をすること
なく石灰化骨基質を産生することが強く示唆された。 
本研究の結果、Runx2と IL-10遺伝子の共導入によって、線維細胞から IL-10-iOBsを誘導しうること、
産生された IL-10が炎症と破骨細胞を抑制しうること、IL-10-iOBsが生体内で骨形成能を有し造腫瘍性は
有さないことを見出したので、本技術は将来的に関節リウマチに対する新規遺伝子再生医療として応用可
能であることが示唆された。 
